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略語一覧 
 
AMAC 2-aminoacridone 
Chase chondroitinase 
CPC cetylpyridinium chloride 
CS  chondroitin sulfate 
ΔDi-0S 2-acetamide-2-deoxy-3-O-(β-D-xylo-hex-4-enopyranosyluronic acid)-D-galactose 
ΔDi-4S 2-acetamide-2-deoxy-3-O-(β-D-xylo-hex-4-enopyranosyluronic acid)-4-O-sulfo-D-galactose 
ΔDi-6S 2-acetamide-2-deoxy-3-O-(β-D-xylo-hex-4-enopyranosyluronic acid)-6-O-sulfo-D-galactose 
ΔDi-diSB   2-acetamide-2-deoxy-3-O-(2-O-sulfo-β-D-xylo-hex-4-enopyranosyluronic acid)-4-O-sulfo-D-
galactose 
ΔDi-diSD 2-acetamide-2-deoxy-3-O-(2-O-sulfo-β-D-xylo-hex-4-enopyranosyluronic acid)-6-O-sulfo-D-
galactose 
ΔDi-diSE 2-acetamide-2-deoxy-3-O-(β-D-xylo-hex-4-enopyranosyluronic acid)-4,6-di-O-sulfo-D-
galactose 
ΔDi-triS 2-acetamide-2-deoxy-3-O-(2-O-sulfo-β-D-xylo-hex-4-enopyranosyluronic acid)-4,6-di-O-
sulfo-D-galactose 
ΔDi-UA2S 2-acetamide-2-deoxy-3-O-(2-O-sulfo-β-D-xylo-hex-4-enopyranosyluronic acid)-D-galactose 
DMSO dimethyl sulfoxide 
DS  dermatan sulfate 
ESI electrospray ionization 
GAG glycosaminoglycan 
Gal D-galactose 
GalNAc N-acetyl-D-galactosamine 
GlcA D-glucuronic acid 
GlcNAc N-acetyl-D-glucosamine 
HA  hyaluronic acid 
Hex hexose 
HexNAc N-acetyl-D-hexosamine 
HP  heparin 
HPLC high performance liquid chromatography 
HS heparan sulfate 
IdoA iduronic acid 
KS keratan sulfate 
LC/MS liquid chromatograph/mass spectrometry 
NMR nuclear magnetic resonance 
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PG proteoglycan 
UV  ultraviolet 
Xyl D-xylose 
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序論 
  グリコサミノグリカン (GAG)［コンドロイチン硫酸 (CS), デルマタン硫酸 (DS), ヒアルロン酸 (HA),
ヘパリン (HP), ヘパラン硫酸 (HS), ケラタン硫酸 (KS)］は, ウロン酸 (ケラタン硫酸の場合はガラク
トース)とアミノ糖の二糖単位の繰り返し構造を基本骨格とした直鎖状酸性多糖類である[2]. 動物細胞
において, HA, KS を除く GAG は橋渡し領域と呼ばれる特徴的な四糖 (Xyl-Gal-Gal-GlcA) を介してコ
アタンパク質中のセリン残基と共有結合したプロテオグリカン (PG) として細胞膜や細胞外マトリッ
クスに存在する[3]. PG は, 軟骨や皮膚, 角膜, 血液など生体内に広く分布し, 結合組織における保湿・
保護の他, 様々なタンパク質リガンドと相互作用することで細胞増殖・分化形成に重要な役割を担って
いる[4, 5]. CS はグルクロン酸 (GlcA) と N-アセチルガラクトサミン (GalNAc) から構成され, GlcA の 
C5 位のカルボキル基がエピメル化しイズロン酸 (IdoA) に変換されると DS となる[6]. CS は有櫛動
物からヒトに至るまで生合成されるが, その構造は種によって異なることが知られている[7]. CS は構
造中の水酸基の一部が硫酸化修飾を受けることによって様々な硫酸化パターンを有する (Fig.1). CS-A 
は A-unit (GlcA-GalNAc4S) を主成分とし哺乳類 (ヒト, ウシ, ブタ) および鳥類 (ニワトリ) で同定さ
れている. 一方, CS-C は C-unit (GlcA-GalNAc6S) を主成分としサケ鼻軟骨に豊富に含まれる. CS-D は
サメ軟骨において同定され, D-unit (GlcA2S-GalNAc6S) の割合が高い. イカ軟骨由来 CS-E は E-unit 
(GlcA-GalNAc4S,6S) が特徴的である。B-unit (IdoA2S-GalNAc4S) は, ブタ皮膚や海鞘から抽出される 
DS に多く含まれている[8, 9]. K-unit (GlcA3S-GalNAc4S) を主成分とする CS-K は希少構造とされカブ
トガニ, ミズダコでのみ同定される[10, 11]. 
 
 
 
 
Fig. 1. Chemical structures of chondroitin sulfate disaccharides 
 
O-unit A-unit C-unit
B-unitD-unitE-unit
K-unit
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CS の構造における硫酸化パターンおよびその組成割合は生物種や部位別に多様性を有し, 硫酸化度
は海棲生物の無脊椎動物由来 CS において高い傾向を示す. 無脊椎動物における CS 過硫酸化構造の生
理的意義については未だ不明瞭な点が多いが, CS 過硫酸化構造は CS の種々の生理活性 (血液抗凝固活
性、神経軸索伸長活性、免疫調節活性) を高めることが報告されている[12]. また、一部海棲生物由来 CS 
は直鎖構造中の側鎖に単糖および二糖類が修飾された特殊構造を有する . ナマコ由来 CS において 
GlcA の 3 位にフコースが修飾したフコシル化 CS, KS 二糖を側鎖に持つ CS 構造がアオヤギでそれぞ
れ同定されている[13, 14]. これら側鎖修飾構造は特異的分解酵素であるコンドロイチナーゼ (Chase) に
抵抗性を示すことから, 海棲微生物由来の分解酵素に対する防御の目的として多様化した可能性が考え
られる[13]. CS は, 医薬品および機能性食品として流通し, 変形性関節症の疼痛緩和作用が一般的に知ら
れている. 当研究室においてもオボアルブミン感作マウスに CS-C を長期経口投与させることにより即
時型アレルギーに対して抑制的に作用することを見出した[15]. しかしながら, 哺乳類の腸管内では CS 
や HS を分解する微生物が存在するため[16, 17], 外因性 CS の経口投与による体内動態および免疫調節
機構に大きく影響する可能性が考えられる. 一方で, 上述する酵素耐性 CS は経口投与における機能性
の維持および新規薬理活性が期待される. そこで, 当研究室では機能性食品の原料となりうる天然物 (特
に海棲生物) より CS を抽出し, その生物学的分布および新規構造の探索を目的とした解析を行ってき
た. 結果として, サメフカヒレ由来 CS/DS 混成鎖, タコ軟骨由来 CS-K, アオヤギ由来 CS/KS 混成鎖と
海棲生物の生物種ごとに異なる特殊構造が確認された[11, 14, 18]. しかしながら, CS/KS 混成鎖はアオヤ
ギのみより同定され, 同種族間 (貝類) において同様に検出されるかは明らかとなっていない. 以上の研
究背景より, 本研究では始めに, 貝類中 GAG の網羅的な含量規定および組成分析による糖鎖構造の解
析を行った (第 1章)[19]. 次に, 海棲生物に含まれる過硫酸化構造および酵素耐性 GAG を特異的に検出
する簡易分析法の開発を試みた (第 2章). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 
 
第 1章 
貝類由来グリコサミノグリカンの網羅的解析 
 
第 1節 貝類由来グリコサミノグリカンの含量および二糖組成の決定 
 
医薬品, 機能性食品として流通する CS の基原はサメ (CS-C 又は CS-D), サケ軟骨 (CS-C), ブタ軟骨 
(CS-A) およびイカ軟骨 (CS-E) が主流となる[8]. そのため, 資源が限られることや哺乳類を原料とした
場合の人畜共通感染症のリスクが問題となり, 代替資源の探索および未利用資源の有効活用の需要が高
まっている. 
貝類をはじめとする食用海棲生物は食品加工の過程で食用部位と非食部位 (内臓など) に分けられる. 
こうした非食部位は産業廃棄物とされ処理に大きな負担を伴うため, 二次的利用が求められる. 当研究
室においても, アオヤギの貝腸 (貝柱を除いた消化器官の総称) 由来 CS は, 1) E-unit の割合が多いこと, 
2) 側鎖に KS 二糖構造を有すること, 3) 海馬神経細胞に対して軸索伸長効果を示すことを明らかとし, 
その有用性を示した[14]. アオヤギ同様に海棲無脊椎動物の CS は過硫酸化構造を有する傾向が認めら
れるが, 新規構造などの構造多様性については明らかとなっていない. 
そこで本章では系統分類学的に近縁にある貝類間での GAG の含量, 硫酸化パターン, 構造的特徴の
類似性を検討すべく, 11種の貝類 (アオヤギ：M. chinensis, ホッキ貝：P. sachalinense, サザエ：T. cornutus, 
ホタテ貝：M. yessoensis, シジミ：C. japonica, 真牡蠣：C. gigas, ムール貝：M. galloprovincialis, アサリ：
R. philippinarum, ツブ貝：N. intersculpta, 赤貝：S. broughtonii, 岩牡蠣：C. nippona) より GAG の抽出を
行い以下の解析を行った. 
 
 
 
 
第 1項 貝類の分子系統分類 
 まず始めに, 11 種の貝類を分子進化の指標となるミトコンドリア DNA の 16S rRNA 遺伝子配列に基
づき系統樹を作製した (Fig. 1). 系統樹より二枚貝綱 9 種, 腹足綱 (巻貝) 2 種と大きく二つに分類され, 
各種間の枝長が分子系統学的類似性を示す. 従って, 二枚貝においてホッキ貝, アオヤギ, アサリ, シジ
ミは近縁関係にあり, 赤貝やホタテ, ムール貝に対しては分子系統学的類似性が低いことを意味する. ま
た, 岩牡蠣と真牡蠣は分子系統学的類似性が非常に高く, 外観の形状も環境に依存して変化するため区
別が困難であり, 遺伝子配列の僅かな差異で種を判断する[20]. CS の硫酸化パターンおよびその割合は
生物種ごとに特徴づけられる傾向にあるが, 同種族間 (貝類) における GAG 含量および二糖組成の差異
は不明瞭な点が多い. そこで、分類づけられた 11 種の貝類由来 GAG の網羅的解析を行い, 分子進化と
の相関性について検討した. 
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第 2項 グリコサミノグリカンの抽出 
GAG は細胞表面や細胞外マトリックスに豊富に存在し, ヒドロキシル基やカルボキシル基などを多
数有する親水性が高い高分子であるため, 水や緩衝液によって比較的簡単に抽出することができる. し
かしながら, 生体内に存在する GAG はタンパク質と共有結合した PG として存在するため, GAG を
抽出するためにはタンパク質分解酵素によるタンパク消化及び糖鎖の遊離を行う必要がある. そこで, 
まず貝殻を除いた各種貝類乾燥粉末 2.0 g を緩衝液に懸濁し, 非特異的タンパク質分解酵素であるアク
チナーゼ E を加えてタンパク消化を行った. 続いて, アルカリ条件下で水素化ホウ素ナトリウムを用い
て脱離反応・還元反応を行いタンパク質より O-結合型糖鎖を遊離させた. その後, 過塩素酸を加えて
除タンパクし, 負に帯電した GAG とカチオン性四級アンモニウムである塩化セチルピリジニウム 
(CPC) との複合体生成反応を利用して夾雑物を除去した. 得られた沈殿物に塩を加えて複合体を解離し, 
エタノール沈殿処理を行い, 透析にて脱塩後, 濃縮・凍結乾燥して粗精製 GAG 1.8 ~ 51.8 mg を得た. 
 
 
第 3項 HPLCによるグリコサミノグリカンの二糖組成分析 
 本研究室で確立された蛍光ポストカラム HPLC 法[21, 22]を用いた二糖組成分析により, 各 GAG の
同定を行った. なお, 不飽和二糖を生成するため, CS/HA は コンドロイチナーゼ ABC (Chase ABC) およ
び コンドロイチナーゼ ACII (Chase ACII), HS/HP は ヘパリンリアーゼ I, II, III を用いて酵素分解を行
った. 得られた不飽和二糖は逆相イオンペアクロマトグラフィーにより分離し, 還元末端を 2-シアノア
セトアミドを用いて蛍光誘導体化を行い検出した . また, CS (O-unit) と HA の不飽和二糖の分離は 
HYPER CARB カラムを用いて行った . CS (O-unit) と HA は GalNAc と N-アセチルグルコサミン 
Fig. 1. Tree diagram based on 16S rRNA gene sequences (231 bp) of shellfish.  
The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method based on the Hasegawa-
Kishino-Yano model[1]. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of substitutions 
per site. The numbers in branches indicate the bootstrap values from 2000 bootstrap extractions. 
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(GlcNAc) の 4位のヒドロキシ基の立体構造の差異により多孔性カーボングラファイト面への保持が変化
するため分離が可能となる. Fig. 3 と Fig. 4 に CS および HS の二糖組成分析のクロマトグラムを示す. 
Fig. 2 で示すように, 貝類中 CS 不飽和二糖において, Chase ABC または Chase ACII 処理により既知構
造の標準品と同一の保持時間を示すピーク (O-unit, A-unit, C-unit, E-unit) が検出された. ヘパリンリアー
ゼ処理では, HS不飽和二糖の既知構造である ΔDi-0SHS, ΔDi-NS, ΔDi-6S, ΔDi-NS6S, ΔDi-2SNS, ΔDi-triSHS 
が検出され, 種ごとに HS の硫酸化パターンが異なることが明らかとなった. 次に, 不飽和二糖標準品
との比較により, 得られた貝類の CS および HS 不飽和二糖の含量および二糖組成を決定した (Table 1, 
Fig. 5). その結果, 8 種の貝類より抽出した CS は E-unit を 2~39 % 含んでおり, アオヤギが E-unit の比
率が最も高く, サザエが最も低かった. CS 含量は, アサリ (CS 1546.1 µg/g 乾燥粉末) で最も多く, 真牡
蠣では検出されなかった. 系統分類において近縁にある岩牡蠣と真牡蠣の CS 含量の差から明白である
ように 11 種の貝類に おける CS 含量は種ごとに異なる結果となった. HS の二糖組成分析では, 含量は
赤貝 (HS 590.5 µg/g 乾燥粉末) で最も多く, CS 同様に種ごとで異なる結果となった. また, HSでは硫酸
化パターンおよびその組成割合も種ごと大きく異なり, 硫酸化度に規則性が確認されなかった. HA はア
サリ, シジミ, 赤貝において検出されたが, 貝類通してその含量は低い結果となった. 
 
 
 
 
 
 
 
Shellf ish Crude GAGa CSb HSb HAb
(mg) (µg) (µg) (µg)
M. chinensis 11.8 12.8 3.7 N.D.
R. philippinarum 12.3 125.7 10.3 0.4
P. sachalinense 0.9 2.8 102.6 N.D.
C. japonica 9.2 13.3 13.2 0.2
C. nippona 2.4 20.1 0.5 N.D.
C. gigas 4.9 N.D. 2.4 N.D.
N. intersculpta 2.8 2.1 0.4 N.D.
T. cornutus 3.5 86.6 65.1 N.D.
S. broughtonii 25.9 14.4 22.8 0.3
M. yessoensis 8.0 43.2 17.0 N.D.
M. galloprovincialis 3.2 11.2 1.0 N.D.
a: Per 1 g of dry sample
b: Per 1 mg of crude GAG
N.D.: Not detected
GAGs 
Table 1 Amounts of the crude glycosaminoglycans derived from shellfish. 
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Fig. 3. Chromatogram of CS derived from shellfish after chondroitinase ABC and ACII treatment. 
Unsaturated disaccharide analysis was performed as follows. Crude GAGs (10 μg) were incubated in the reaction 
mixture (35 μL), which contained 28.6 mM Tris acetate (pH 8.0) and 25 mU of Chase ABC or ACII. 
Chromatogram were obtained with Chase ABC (A) or ACII (B) treatment and without treatment (C). Peaks: 1, 
ΔDi-0S; 2, ΔDi-4S; 3, ΔDi-6S; 4, ΔDi-diS
E
; #1-3, KS-branched CS (mono-, di- and tri-sulfated CS); a-k, 
unknown peaks; *, impurity peaks. 
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Fig. 4. Chromatogram of HS derived from shellfish after heparin lyases I and II, III treatment.  
Unsaturated disaccharide analysis was performed as follows. Crude GAGs (10 μg) were incubated in the reaction 
mixture (32 μL), which contained 31.3 mM sodium acetate with 3.1 mM calcium acetate (pH 7.0) and 2 mU of 
Heparin lyase I, II, and III. After incubation. Peaks: 1, ΔDi-0S
HS
; 2, ΔDi-NS; 3, ΔDi-6S; 4, ΔDi-NS6S; 5, ΔDi-
2SNS; 6, ΔDi-triS
HS
. 
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A 
B 
Fig. 5. Unsaturated disaccharide composition of CS (A) and HS (B) from 11 types of shellfish.  
For unsaturated disaccharide analysis, crude GAGs were treated with Chase ABC and AC II (A), or Heparin 
lyase I, II and III (B). Depolymerized samples were submitted to a reversed-phase ionpair chromatography and 
specific post-column with fluorescence detection. A comparison was performed with disaccharide standards. 
 
12 
 
第 2節 貝類由来コンドロイチン硫酸に含まれる新規構造の解析 
 
第 1項 特異的分解酵素の基質特異性を利用した希少構造の検出 
一般的に Chase ABC処理により CS/DS は不飽和二糖にまで分解される. 一方, Chase ACII は, IdoA に
結合したヘキソサミニド結合には作用しないため, B-unit を含む DS を分解しない. この基質特異性を
利用することで天然物由来 CS より希少構造の検出が可能となる[14, 23]. そこで, 貝類由来 GAG を未
処理 (HS はデータ示さず) および各酵素処理した後, 検出されるピークを比較することにより希少構造
の検出を試みた (Fig. 3, Fig. 4). Chase ABC処理時ではサザエ (Fig. 3A,ピーク a, b) と赤貝 (ピーク c) に
おいて IdoA 構造を示唆するピークが検出された. 一方, Chase ACII処理ではアサリ (Fig. 3B, ピーク d-f) 
およびシジミ(ピーク g), サザエ (ピーク h), 赤貝 (ピーク i-k) において未同定ピークが検出された. 特
に, サザエにおいてはアオヤギの KS 二糖を側鎖に有する CS 4 糖構造由来ピーク(ピーク#3) と近い保
持時間に未同定ピークが検出された. 両酵素の基質特異性により, サザエ由来 CS の構造は IdoA 構造
を含むCS/DS 混成鎖であることおよび KS 側鎖を有する可能性が示唆された. 一方, HSのヘパリンリア
ーゼ処理において未同定ピークは検出されず, 貝類由来 HS は既知構造の不飽和二糖類のみで構成され
ていることが明らかとなった. 
 
 
第 2項 LC-MS/MS によるサザエ由来コンドロイチン硫酸の構造解析 
 特異的分解酵素処理および HPLC 法を用いた解析により, サザエに含まれる CS はアオヤギ同様の
Chase ACII に対する感受性を示し, CS 側鎖に KS を有することが示唆された. そこで, LC-MS/MS を用
いて更なる糖鎖構造の解析を行った. 測定条件において, 高分子かつ親水性の性質を有する CS のイオ
ン化効率の向上のため, Yang らが確立した LC/MS 条件を採用した[24]. この分析法は, 二糖の還元末端
に 2-アミノアクリドン (AMAC, 分子量 210.2) を還元的アミノ化により反応させることで, 逆相条件で
の分離とイオン化効率の向上を可能とする. AMAC は, イオンペア試薬と異なり, MSn 時に脱離しないた
め, CS の質量電荷比を容易に解析することができる. この方法を用いてサザエ由来 CS の未同定ピーク
h の解析を行った (Fig. 6).  
アオヤギの KS 側鎖を有する CS 4 糖構造 (∆UA+GalNAc+Gal+GlcNAc+3SO3+AMAC; m/z 588.17 [M-
2H]2-) は, LC-MS解析において 23.4 分に溶出される[14]. そこで, 溶出時間 23 分付近におけるサザエの
未同定ピーク h の検出を試みた結果, 溶出時間 23.1分において m/z 588.17 [M-2H]2- ではなく, m/z 689.70 
[M-2H]2- のピークが観測された (Fig. 6A). また, m/z 689.70 [M-2H]2- の MS2 フラグメンテーションによ
り, m/z 855.31 [M-H]- および m/z 775.37 [M-H]-, m/z 649.77 [M-2H]2-, m/z 524.10 [M-H]-, m/z 444.12 [M-H]-, 
更に MS3 により, m/z 775.37 [M-H]- および 609.75 [M-2H]2-, 444.12 [M-H]- のプロダクトイオンが得られ
た (Fig. 6B, Table 2). そして, m/z 649.77 [M-2H]2- および 609.75 [M-2H]2- のプロダクトイオンは各々 m/z 
689.70 [M-2H]2- および m/z 649.77 [M-2H]2- からの硫酸基のニュートラルロスと推定された. 444.12 [M-
H]- の プ ロ ダ ク ト イ オ ン は , ア オ ヤ ギ 由 来  CS 4 糖 構 造 の  m/z 588.17 [M-2H]2- 
(∆UA+GalNAc4S,6S+Gal+GlcNAc6S+AMAC) のフラグメンテーションにおいても検出されたため , 
Gal+GlcNAc6S の二糖構造に由来すると推定された. また, 444.12 [M-H]- のプロダクトイオンは m/z 
524.10 [M-H]- の硫酸基のニュートラルロスによって得られるため, ピーク h における Hex と HexNAc 
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の二糖構造は二つの硫酸基を有すると推測された. 更に, m/z 775.37 [M-H]- のプロダクトイオンは m/z 
649.76 [M-2H]2- の 524 Da (Hex+HexNAc+2SO3) の 欠 如 に よ り 生 じ た も の と 予 想 さ れ , 
∆UA+2HexNAc+AMAC の構造に起因すると推測された . 従って , m/z 855.31 [M-H]- のピークは
∆UA+2HexNAc+AMAC+SO3 となる. 以上の結果より, サザエの未同定ピーク h は CS 不飽和二糖と
KS 二糖に加えて HexNAc を有する 5糖構造と推定された. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 2 The comparison of theoretical and calculated ions with observed ions from T. cornutus. 
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Fig. 6. LC-MS/MS analysis of unknown peak (h) in T. cornutus.  
AMAC labeling and LC-MS analysis were performed according to the method of Yang et al. Extracted ion 
chromatogram (EIC) of unknown peak (h) was obtained by Chase ACII treatment (A). Mass spectra of unknown 
peak (h) (B). MS
2
 or MS
3
 was performed using m/z 689.7
2-
 or 649.76
2-
 as a precursor ion. 
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第 2章 
メチレンブルーを用いた硫酸化グリコサミノグリカンの簡易分析法 
 
第 1節 メチレンブルーのメタクロマジー活性と硫酸化グリコサミノグリカンの構造特異性の検討 
 
 一般的に, GAG を含む酸性多糖類の検出および定量は HPLC法や比色法が用いられてきた[25-
27]. 国内でも, 比色法を用いた CS の定量法としてカルバゾール硫酸法が日本薬局方外医薬品規格
に規定されている[28]. カルバゾール硫酸法は, ウロン酸を含む糖鎖を対象とした汎用性の高い分析
法である. 一方で, カルボキシ基とカルバゾールの反応を原理とするため選択性に乏しく, また硫酸
の使用および反応温度等の制限条件のため定量法として感度や簡便性に問題がある[29]. そこで, 本
研究室で確立した特異的分解酵素と HPLC法を用いることで, GAG の高感度分析を可能とした[18]. 
しかしながら, 酵素処理を用いる分析法は, 1) 測定時間を要すること, 2) 酵素抵抗性を示す希少構
造 (ナマコ由来フコシルコンドロイチン硫酸等) の測定において手技の煩雑性が高いことを理由に
汎用性に欠ける[30]. 従って, 上記分析法の問題を補完した天然物由来 GAG の簡易分析法の開発
は急務である. 
メチレンブルー (MB) はチアジン系の塩基性色素で陽性に荷電し, 核酸やムコ多糖類等の酸性物質と
結合し青色の色調を示すため染色試薬として用いられる. MB は水溶液中において単量体と二量体とし
て存在することが知られており[31], 分光光度計による吸光度測定で確認することができる (極大吸収波
長, 単量体：664 nm, 二量体：616 nm) (Fig. 7). 一方, MB を含むチアジン系色素は GAG 等の硫酸基含有
糖鎖との相互作用により紫色を呈する異染性 (メタクロマジー) を示す[32-34]. このメタクロマジー活
性は塩基性色素と酸性糖鎖の静電相互作用による複合体形成が関与していると考えられているが, その
詳細な機構について統一した見解が得られず不明瞭な点が多い[27, 34-38]. そこで, 本研究では, メタク
ロマジー活性における GAG 構造特異性を検討するとともに, 硫酸化 GAG の簡易分析法の開発を試
みた. 
 
Fig. 7. Structure and absorption spectra of methylene blue. 
16 
 
第 1項 分光光度計によるメタクロマジー活性および CS-MB複合体の検出 
はじめに CS 標準品 (CS-C, 13kDa, ≧96% HPLC) を用いて MB のメタクロマジーによる色調変
化を検討した (Fig. 8). MB のメタクロマジーは一定の硫酸化 GAG の含量に対応し、低濃度から淡
青色→紫色→深青色と色調を変化させた. また, メタクロマジー活性を示す溶液 (CS： 10 µg/mL) 
において CS-MB 複合体形成を示唆する MBの吸収帯の短波長シフトが観測された (Fig. 8B). 更に, 
CS 高濃度条件下において, MB の吸収帯が再び検出されることから, CS-MB 複合体の解離および
MB 単量体の遊離が推測された. 以上の結果より, CS-MB 複合体形成は酸化還元反応および光分解, 
塩基による脱メチル化等の構造変化[39-41]を伴う吸収波長変化でないことが示唆された. そして, 
含量に対応した CS-MB 複合体の形成および溶液の色調変化の性質より視覚的な定量の可能性が示
唆された. 
 
 
 
Fig. 8. Color tone change (A) and absorption spectra (B) of CS-MB complex. 
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第 2項 メタクロマジー活性におけるグリコサミノグリカンの構造特異性の検討 
これまでの報告より, メタクロマジー活性は硫酸基を有する酸性多糖類において観測された. 本項で
は, より詳細な構造特異性を検討するため, 様々な構造的特徴を持つ化合物を用いてメタクロマジー活
性の検出を確認した (Table 3). 既報と同様に, 硫酸基を有する PG および CS, HP, デキストラン硫酸 
(DXS) は一定濃度条件において MB 溶液 (10 µg/mL) 中でメタクロマジー活性を示した. しかしながら, 
HS は例外としてメタクロマジー活性が検出されなかった. そこで, 分子量の近い HP と HS を用いて
再度検討を行った結果, HP のみメタクロマジー活性が認められた (Fig. 9). 従って, メタクロマジー活性
は硫酸基構造を有することに加えて, 硫酸化度の高さに依存することが示唆された. また, 硫酸基を１つ
含む炭素鎖である 1-ヘプタンスルホン酸や GAG 不飽和二糖および単糖は, 硫酸基構造の有無に関わら
ずメタクロマジー活性を示さなかった. このことより, メタクロマジー活性において糖鎖構造は一定以
上の長さを要することが示唆された.  
次に, メタクロマジー活性に必須となる鎖長を検討するため, メタクロマジー活性を示す CS-MB 複
合体水溶液に Chase ABC およびヒツジ精巣由来ヒアルロニダーゼで処理を行い, 溶液の色調および複合
体形成への影響を調べた (Fig. 10). Chase ABC 処理では不飽和二糖が生成するため, Table 3で示された結
果と一致し, メタクロマジー活性の消失および溶液の淡青色への変化が確認された (Fig. 10A). 一方で, 
ヒアルロニダーゼ処理を行うと, コンドロイチン硫酸は 4, 6 糖に分解される (Fig. 10B). ヒアルロニダー
ゼ処理では, 溶液の色調変化が Chase ABC 処理異なる結果となった. 分光光度計により溶液の吸収波長
を確認したところ, ヒアルロニダーゼ処理において CS-MB 複合体由来のピークが検出された (Fig. 
10C). 以上の結果より, メタクロマジー活性を示す CS-MB 複合体の形成には硫酸基の有無および硫酸
化度の条件の他, 4 糖以上の鎖長を要することが示された 
Table 3 Metachromasia related to sulfated polysaccharides. 
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Fig. 9. Metachromasia related to the degree of sulfate. 
Each sample (95 µL) was applied with MB (0.2 mg/mL, 5 µL) per well on microplate. Sample concentrations 
were varied as follows: 1, 10, 100, 1000, 10000 µg/mL. Red arrows indicate metachromasia. 
Fig. 10. Metachromasia related to the length of chondroitin sulfate. 
CS-MB complex solution was treated with Chase ABC (0.1 U/mL) or Hyaluronidase (4 U/mL) for 72 h (A). 
Chromatogram of di- or tetra-, hexa- saccharides was obtained by hydrophilic interaction chromatography and 
size exclusion chromatography after enzyme treatments (B). Absorption spectra of CS-MB complex solution after 
enzyme treatments (C). 
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第 3項 NMRによる GAG-MB 複合体の静電相互作用の検討 
硫酸基構造を有する糖鎖と MB は静電相互作用により複合体を形成しメタクロマジー活性を示す. し
かしながら, 本研究より硫酸基構造の有無の他, 一定の硫酸化度および鎖長を要することが明らかとな
ったため, メタクロマジー活性時において GAGとMB は特殊な複合体を形成していると考えられる. 
MB 陽イオンの幾何構造および電荷の分布は左右対称であり, フェノチアジン骨格の両端のベンゼン環
はキノイド型構造の特徴を有する[39, 41]. また, 両端のジメチルアミノ基に正の電荷が同等に分布した
共鳴構造は, イオウに正電荷が局在する電子構造より寄与が大きいとされる. 従って, GAG のカルボキ
シ基と硫酸基が MB のジメチルアミノ基と静電相互作用すると考えられる. そこで本項では, メタクロ
マジー活性における酸性基効果の差異を NMR を用いて検討した (Fig. 11). NMR 測定に供した構造的特
徴が異なる多糖類をTable 4 に示す. デキストラン (DX) は構造中にカルボキシ基および硫酸基を有しな
いため, MBのプロトンピークに変化は認められなかった (Fig. 11A). 一方で, 酸性基を有する糖鎖におい
て 静電相互作用による緩和効率の低下に起因する MB のプロトンピーク減弱が観測された. このピー
ク減弱は硫酸基を持たない HA においても観測されることから, 酸性基の差異はなく, メタクロマジー
活性に特異性を示さなかった. また同様に, グリコシド結合の差異による影響は認められなかった. 次に, 
メタクロマジー活性の有無における MB 由来プロトンピークの比較を行った (Fig. 11B). その結果, メ
タクロマジー活性を示す溶液 (CS: 0.3 mg) において MB 由来プロトンピークの高磁場シフトが確認さ
れた. 従って, メタクロマジー活性条件下では, MB の共役系の電子密度を高める特殊な複合体を形成し
ていることが示唆された. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 4 Structural characteristics of polysaccharides. 
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第 2節 メタクロマジー活性を用いた硫酸化グリコサミノグリカンの簡易分析法の開発 
 
第 1項 メタクロマジー活性における MB と CS の濃度相関性の検討 
 第 1 節の結果より, メタクロマジー活性は構造特異的且つ一定濃度において成立するため, 色調変化
による定量化の可能性が示唆された. そこで, メタクロマジー活性における MB と CS の濃度相関性に
ついて検討した (Fig. 12). CS 標準品を用いて MB のメタクロマジー活性による色調変化 (吸光度変化) 
を分光光度計により測定した結果, CS-MB 複合体に由来する吸光度の増加 (566 nm) と MB 単量体に由
来する吸光度の減少 (664 nm) を観測した (Fig. 12A). 10 µg/mL のMB溶液において, CS 濃度が 6~40 
µg/mL の場合, 溶液は紫色を呈する. しかしながら, CS 濃度 100 µg/mLの条件で吸収波長 566 nm にお
ける吸光度が最大値を示した. この理由として, Fig. 8B で示した CS 高濃度条件と同様に, CS-MB 複合
体から遊離した MB 二量体由来のスペクトルの重なりが考えられた. そこで, 視覚的に紫色を判断した
時の CS 濃度域 (視覚的濃度域) における A566の極大値および A664の極小値を測定した (Table 5). 更に, 
Table 5 で示した CS と MB 濃度をプロットした結果, 両吸収波長において直線性 (R2≧0.99) の濃度相
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Fig. 11. 1H NMR spectra of methylene blue with polysaccharides. 
1H NMR spectra were recorded in D2O at 25℃ by using JNM-ECA 600 (600 MHz; JEOL). Each polysaccharide 
(0.3 mg) was dissolved in D2O with MB (0.3 mg). Comparisons of each polysaccharide (A) and CS concentration 
(B). M. A.: metachromasy activity 
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関が得られ, 定量性が示唆された (Fig. 12B). 次に, 得られた CS-MB 濃度相関表と各 MB 濃度溶液に
おける視覚的濃度域の比較を行った (Fig. 13). 視覚的濃度域において MB 濃度が高くなるにつれて CS 
の検出幅の広がりが観測された. 対照的に, 低濃度 MB 溶液では視覚的濃度幅が狭くなるため, 色調変
化に基づく分析法における定量性の向上が示唆された. また, Fig. 12B で示した A566 (Black square) およ
び A664 (Red square) に基づいた濃度相関プロットと比較すると, A664に基づいた濃度相関は溶液が紫色に
変化する CS 最低濃度に近い値を示し, A566に基づいた濃度相関は視覚的濃度域の中間濃度に近い値を
示した. なお, Table 5 に示す CS-MB 濃度相関表において, 著者は二量体スペクトルの重なりおよび吸光
度に依存した測定精度の観点から A664に基づいた濃度相関を推奨する. 
 
 
 
Fig. 12. Absorption (A) and concentration correlation (B) of CS-MB complex. 
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Table 5 Concentration correlation table of CS-MB complex. 
Fig. 13. Concentration range of purple color derived from CS-MB complex. 
Purple bar indicates visual concentration range of purple color tone derived from metachromasia. Black and 
red square indicate concentration plot obtained by absorption at 566 nm and 664 nm, respectively.  
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第 3項 メタクロマジーを用いた含量推定と HPLC 法の比較検討 
 メタクロマジー活性による色調変化 (吸光度変化) を分光光度計により測定した結果、 MB-CS 複合体
に由来する吸光度の増加 (566 nm) と MB 単量体に由来する吸光度の減少 (664 nm) を観測した (Fig. 
12A)。また, 各 MB 濃度における CS の至適濃度 (上記波長における吸収極大、極小を示す濃度) をプ
ロットすると直線性 (R2≧0.99) が示され、定量性が示唆された (Fig. 12B). そこで, 第 1章で用いた酵素
処理と HPLC 法を組み合わせた二糖組成分析による CS の定量法とメタクロマジーによる色調変化に基
づく含量推定法の比較検討を行った (Fig. 14). まず始めに, 生体組織 (サケ氷頭, イカ乾燥粉末原料, タ
コ軟骨, サケフカヒレ) より CS の抽出を行った. なお, 抽出法は簡便性および迅速性の向上を目的とし
て熱水抽出を採用した. 得られた生体組織由来 CS を Chase ABC および Chase ACII により処理した後, 
二糖組成分析より含量規定を行った (Fig. 14A). また, メタクロマジー活性は硫酸基構造の有無に依存す
るため, 硫酸基の結合数による分類分け (O-unit, mono-S, di-S) で組成割合を求めた. CS-C 標準品 (CS: 
961.0 µg/mg, O-unit: 1%, mono-S: 88%, di-S: 11%) は O-unit 構造の含量が少なく硫酸化度が高い. 一方で, 
サケ氷頭 (CS: 9.4 µg/mg, O-unit: 10%, mono-S: 88%, di-S: 2%), イカ乾燥粉末原料 (CS: 198.9 µg/mg, O-unit: 
15%, mono-S: 58%, di-S: 27%), タコ軟骨 (0.1 µg/mg, O-unit: 61%, mono-S: 39%), サメフカヒレ (CS: 0.8 
µg/mg, O-unit: 61%, mono-S: 39%) の生体組織由来 CS は生物種および部位ごとに O-unit 含量および硫
酸化度が大きく異なった. 次に, 含量規定した同試料 (酵素未処理) に対してメタクロマジーによる含量
推定を行った (Fig. 14B). 熱水抽出後の試料溶液を段階希釈 (0.01, 0.1, 1.0, 10 mg/mL) し, 10 µg/mL の 
MB によりメタクロマジーの検出を行った結果, サケ氷頭 (試料濃度 1.0 mg/mL) とイカ乾燥粉末原料 
(0.1 mg/mL) において溶液の紫色の呈色が確認された. メタクロマジー活性を示す溶液の CS 濃度は 
HPLC 法による含量規定より, サケ氷頭において 9.4 µg/mL (O-unit を除いた CS 濃度: 8.5 µg/mL), イカ
乾燥粉末原料において 19.9 µg/mL (O-unit を除いた CS 濃度: 14.9 µg/mL) となる. Table 5で示す CS-MB 
濃度相関表および Fig. 13 で示す視覚的濃度域より, MB濃度 10 µg/mL に対応する CS 濃度はそれぞれ 
15 µg/mL, 6~40 µg/mL となり, HPLC 法による含量規定と良好な相関性が確認された. 一方で, サメフカ
ヒレの試料濃度 10 mg/mL (CS: 8.0 µg/mL, O-unit を除いた CS 濃度: 4.9 µg/mL) において, 溶液の色調変
化が認められないことから, メタクロマジー活性は O-unit を除く CS 含量に依存することが示唆され
た. 
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Fig. 14. Comparison with CS determination method based on HPLC (A) and metachromasia (B).  
CS was obtained by hot water extraction. (A) The content and composition were calculated by comparison 
with disaccharide standards. Unsaturated disaccharide analysis was performed as follows. Extracted CS was 
incubated in the reaction mixture (35 μL), which contained 28.6 mM Tris acetate (pH 8.0) and 25 mU of 
Chondroitinase ABC and ACII. Peaks: 1, ΔDi-0S; 2, ΔDi-4S; 3, ΔDi-6S; 4, ΔDi-UA2S; 5, ΔDi-diSE; 6, ΔDi-
diSB; 7, ΔDi-diSD; 8, ΔDi-triS, Composition: O-unit, ΔDi-0S; mono-S, (ΔDi-4S + ΔDi-6S + ΔDi-UA2S); di-
S, (ΔDi-diSE + ΔDi-diSB + ΔDi-diSD). (B) Each sample (95 µL) was applied with MB (0.2 mg/mL, 5 µL) 
per well on microplate. Sample concentrations were varied as follows: 0.01, 0.1, 1, 10 mg/mL. Red arrows 
indicate metachromasia. 
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第 4項 実試料への応用 
 実試料への応用としてまず, 市販 CS 錠剤 (表記 CS 含量: 0.85 µg/µg) における CS の検出および含
量推定を行った (Fig. 15). Fig. 13 で示すように, MB 溶液濃度を低くすると視覚的濃度域は狭まる. 従っ
て, 試料濃度域を広く調整することで, 色調変化のコントラストが強調されメタクロマジー活性の検出
が容易となる. 次に, 検出濃度域付近における詳細な濃度調整を行うことで, 青色から紫および赤紫色に
色調変化し始める溶液の試料濃度を決定した. Table 5 で示す濃度相関表により試料溶液中の CS 含量推
定を行った結果 , 推定された  CS 濃度  (15 µg/mL) は  HPLC 法により含量規定された  CS 濃度 
(12.3~16.4 µg/mL) と良好な相関性が確認された. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15. CS determination of supplement on microplate by metachromasy method.  
Each sample (95 µL) was applied with MB (0.2 mg/mL, 5 µL) per well on microplate. Purple bar indicates the 
concentration range of metachromasia. CS concentration was determined by unsaturated disaccharide analysis. 
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sample
μg/mL
5 10 15 20 25
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次に, MB を用いて酵素処理に抵抗性を示すナマコ由来フコシル CS (FucCS) の含量推定を試みた. 
FucCS の構造を Fig. 16 に示す. FucCS は側鎖に硫酸化フコース鎖を含む CS 構造を有し, MB水溶液と
の混和によりメタクロマジー活性が検出された (Fig. 17). また, 硫酸フコース鎖で構成されるメカブ由
来フコイダン (フコイダン含量: ≧80%) においてもメタクロマジー活性が検出された. 従って, MB と
FucCS におけるメタクロマジー活性は, 硫酸化フコース含量及び O-unit を除いた CS 含量の総和, すな
わち分子内の硫酸化構造の含量に依存する可能性が示唆された. 
 
 
 
 
1 10 100 1000 10000FucCS
CS＞ 15%
μg/mL
MB 10 µg/mL
n
R = H or SO3H
Fucosyl chondroitin sulfate
Fig. 17. Determination of fucosyl chondroitin sulfate derived from sea cucumber. 
Fig. 16. Structure of fucosyl chondroitin sulfate. 
1 10 100 1000 10000Fucoidan μg/mL
MB 10 µg/mL
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考察 
 
 CS の構造における硫酸化パターンおよびその組成割合は生物種や部位別に多様性を有し, 硫酸化度
は海棲生物の無脊椎動物由来 CS において高い傾向を示す. これまでの研究において, CS 過硫酸化構造
は CS の種々の生理活性 (血液抗凝固活性、神経軸索伸長活性、免疫調節活性) を高めることが報告され
てきた[12, 13]. しかしながら, 無脊椎動物由来 CS の過硫酸化構造の生理的意義については未だ不明瞭
な点が多い. 海水中は硫酸イオン濃度が高く, 脊椎動物 (硬骨魚類) では腎排泄機構によりその毒性を軽
減している[42]. また, 脊椎動物の腎臓構造やイオンポンプの分布様式・機能は生息環境に依存し種差が
生じる[43]. 一方, 無脊椎動物では腎管と呼ばれる単純な導管による排泄を行っているため, 体液量, 浸
透圧, イオン組成の調節が困難となる. 従って, 無脊椎動物は CS の合成を通して体内の過剰な硫酸イ
オンを消費している可能性が考えられる. また, 無脊椎動物由来 CS はフコース鎖等の分岐構造を有し, 
Chase ACII 抵抗性を示すことから, 海棲微生物由来の分解酵素に対する防御の目的で多様化した可能性
が考えられる[13]. 海棲生物の無脊椎動物由来 CS における過硫酸化構造および硫酸化糖鎖分岐構造は
上記の理由から生息環境への適応の結果として獲得したものと考えられる. 本研究室においても, 天然
物 (特に海棲生物) より CS を抽出し, その生物学的分布および新規構造の探索を目的とした解析を行
った結果, サメフカヒレ由来 CS/DS 混成鎖, タコ軟骨由来 CS-K, アオヤギ由来 CS/KS 混成鎖と海棲
生物の生物種ごとに異なる特殊構造が確認された[11, 14, 18]. しかしながら, CS/KS 混成鎖はアオヤギの
みより同定され, 同種族間 (貝類) における CS 構造の種差は明らかとなっていなかった. そこで, 本研
究では始めに, 貝類中 GAG の網羅的な含量規定および組成分析による糖鎖構造の解析を行った (第 1
章)[19]. その結果として, 11種の貝類より抽出された CS は O-unit, A-unit, C-unit, E-unit の 4種類で構成
されていることが二糖組成分析により明らかとなった. 中でも E-unit はイカ, タコといった軟体動物で
検出される特徴的な二硫酸化構造であり, 同分類の貝類においても 11種中 8種で検出された (Fig. 3). し
かしながら, 各々の CS 含量および二糖組成割合は異なるため, 硫酸化度は種ごとに大きく異なる結果
となった (Fig. 5). 一方で, HS は含量のみならず硫酸化パターンにおいても種ごとの多様性が示された 
(Fig. 4, 5). 更に, 4種の貝類においては, アオヤギと同様に Chase ACII に抵抗性を示す特殊構造を有する
ことが明らかとなった. しかしながら, サザエ由来 CS でアオヤギの KS二糖を側鎖構造に持つ CS 4糖
構造に HexNAc が一つ付加された新規構造が検出され, 糖鎖修飾構造においても種ごとに多様性が認め
られた (Fig. 6, Table 2). また, 11 種の貝類における分子系統に基づいた分類と GAG 含量および糖鎖修飾
構造には相関性が認められなかった (Fig.1, Table 1). 以上の結果より, CS の硫酸化パターン (E-unit) は
軟体動物への進化の過程に依存し, その他 GAG 含量および硫酸化度は 生息環境に依存し構造の多様
性および種差が生じていると考えられた. 生合成経路や生理的意義など構造多様性に関しては明らかに
すべき点は多いが, 硫酸化度および糖鎖修飾構造の多様性と生理活性の相関性から, 今後の生物学的分
布および新規構造探索の需要は高いとされる. 
 一般的な GAG の定量法は分光光度計や HPLC等の分析機器を要すること、また酵素処理や酸処理など
の操作の複雑性、前処理時の温度および時間といった制限条件があげられる.  また, 本研究室で確立し
た高感度ポストカラム HPLC 法では, 天然物 (特に海棲生物) 由来 GAG における酵素抵抗性を示す特
殊構造の検出および定量に労力を要し, 汎用性にかける. そこで, 本研究では海棲生物由来 CS の高硫
酸化構造の特徴および MB のメタクロマジー活性に着目し, 硫酸化糖鎖特異的且つ汎用性の高い分析法
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の開発を試みた (第 2章). MBは一定の硫酸化 GAG の含量に対応し, 低濃度から淡青色→紫色→深青色
と水溶液の色調を変化させる (Fig. 8). MB のメタクロマジー活性における GAG 構造特異性を検討した
結果, 硫酸基構造の他, 一定の硫酸化度や鎖長構造を要することが明らかとなった  (Fig. 9, 10). また, 
NMR 解析により, メタクロマジー活性時において, 通常の静電相互作用と異なる GAG-MB 複合体を形
成していることが示唆された (Fig. 11). 推定される GAG-MB 複合体の仮説モデルを Fig. 18 に示す. CS 
は 4 糖以上の鎖長においてメタクロマジー活性の保持が確認された (Fig.10).  CS 4 糖の鎖長は 20 Å と
され[44], 一方 MB の両端のジメチルアミノ基の長さは 16 Å と報告されている[45]. 従って, Fig. 18 で
示す CS 分子内の二つ硫酸基と MB 両端のジメチルアミノ基による架橋構造の形成が考えられた. ま
た, CS 2 糖構造におけるメタクロマジー活性の消失は, 硫酸化度不変の鎖長に依存する現象であるため, 
この架橋構造の形成を支持する. また, HS では CS との O-グリコシド結合の結合様式の差異により, 硫
酸基とジメチルアミノ基の静電相互作用が抑制され, 架橋構造が形成されない可能性が示唆された.   
上記の理由と併せて, Fig. 9 で示す HS と HP におけるメタクロマジー活性に硫酸化度依存の差異が生じ
ると考えられた. 以上の結果より, 既報の硫酸基構造の有無によるメタクロマジー活性のみならず, 硫酸
化度および長鎖構造といった GAG-MB 複合体の構造特異性が明らかとなり, 検出法における選択性が
高いことが示唆された. 一方で, メタクロマジー活性における CS-MB 複合体の濃度相関は直線性を示
し, 定量法としての可能性が示唆された (Fig. 12). 更に, メタクロマジーは可視領域内での色調変化のた
め, 分析機器不要の視覚的な検出が可能となる. 視覚的に紫色を判断した時の CS 濃度域 (視覚的濃度
域) は MB 濃度に依存するため, 検出および定量の用途に合わせた調整が可能であることが示唆された 
(Fig. 13). メタクロマジーを用いた視覚的分析法の定量性を検討するため, HPLC 法との比較を行った結
果, 両法の含量測定値に良好な相関性が確認された (Fig. 14). また, CS-MB 複合体の構造特異性および
HPLC 法による含量測定値との相関性の結果から, メタクロマジー活性は O-unit を除く CS 含量に依存
することが示唆された. すなわち, 本分析法は構造特異的且つ硫酸化度に依存した定量値を示すため, 生
理活性に準じた定量評価としての応用が期待される. 実試料への応用においても CS-MB 複合体濃度相
関表および視覚的濃度域とHPLC法との相関性が認められ, その実用性を示した (Fig. 15). しかしながら, 
Fig. 13 で示すように, 溶液の色調変化時とメタクロマジーの最大活性時における CS 濃度にずれが生じ
るため, 溶液の選択法および濃度補正の改善が今後の課題となる. 最後に, 酵素抵抗性を示すナマコ由来
フコシル化 CS への応用を検討した結果, メタクロマジー活性が認められ, 側鎖に糖鎖を有する (酵素
抵抗性)  CS の検出が可能であることが明らかとなった (Fig. 17). また, フコイダンにおいてもメタク
ロマジー活性が認められることから, フコシル化 CS は側鎖構造の硫酸化フコースを含めた含量に依存
したメタクロマジー活性を示すことが示唆された. 精確な定量に関しては更なる検討が必要であるが, 
メタクロマジー活性を用いた本分析法は, 酵素処理を必要としない分析法のため側鎖構造における酵素
抵抗性を有する海棲生物由来 CSの検出および含量推定に適していると考えられた.  
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結論 
 貝類 GAG において硫酸化パターンは生物種に依存するものの含量及び特殊構造の有無は多様性を示
し種差が認められた. 従って, 天然物由来 GAG は硫酸化度および糖鎖修飾構造の多様性と生理活性の
相関性から, 生物学的分布および新規構造探索の需要は高く, 個々の安全性, 有効性, 品質評価が重要と
なる. 従来の分析法では, 専門性, 煩雑性, 選択特異性, 制限条件等により汎用性あるいは感度に欠ける
問題点が指摘されていた. そこで, 既報のメタクロマジー活性のより詳細な機構および構造特異性を再
度検討することにより, 分析法としての汎用性を評価し, 視覚的な分析法を新たに確立することで迅速
性および簡便性の向上を目指した. 代替資源探索における原料採取現場の人など分析機器および専門技
術を持たない人でも分析が可能な本分析法が汎用されることを期待する.  
 
 
 
 
Fig. 18. Construction model of GAG-MB complex. 
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実験の部 
 
試薬 
 
1. 糖鎖標準品 
CS-C (13 kDa, サメ軟骨) は生化学工業 (株) より提供された. 
Proteoglycan (サケ鼻軟骨), Heparin は和光純薬工業 (株) より購入した. 
 Heparin (10 kDa, ウシ肺) は Fluka 社より購入した. 
 Heparin (5 kDa, ブタ腸粘膜) は Sigma-Aldrich 社より購入した. 
 
2. 不飽和二糖 
CS 不飽和二糖標準品 (ΔDi-0S, ΔDi-4S, ΔDi-6S, ΔDi-UA2S, ΔDi-diSB, ΔDi-diSD, ΔDi-diSE, ΔDi-triS)  
HS 不飽和二糖標準品 (ΔDi-0SHS, ΔDi-NS, ΔDi-6S, ΔDi-NS6S, ΔDi-2SNS, ΔDi-triSHS)  
以上の化合物は生化学工業より購入した. 
 
3. 試料 
アオヤギは富津市水産加工業協同組合より入手し, その他貝類は市販物を使用した. 
 サケ氷頭, サケ鼻軟骨 CSおよび PG, ナマコ由来フコシル CS , サメフカヒレは日本薬品 (株) より 
提供された. 
 イカ CS 粉末原料はマルハニチロ (株) より購入した. 
 ミズダコ軟骨は有限会社嘉楽より購入した. 
 メカブ由来フコイダンは理研ビタミン (株) より購入した. 
 
4. 酵素 
Chondroitinase ABC (Proteus vulgaris), Hyaluronidase (sheep testes, Type-V) は Sigma-Aldrich社より 
購入した.  
Chondroitinase ACII (Arthrobacter aurescens) は ChromaDex 社より購入した.  
非特異的タンパク質分解酵素アクチナーゼ Eは科研製薬より購入した.  
Heparin lyase I, II, III は Iduron 社より購入した. 
 
5. その他 
 その他の試薬は全て市販の特級品または HPLC grade を使用した. 水はミリポア超純水装置により得
られた精製水を用いた. 
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装置 
 
1. HPLC 
1-1 二糖組成分析 
溶離液のポンプは島津製作所製 LIQUID CHROMATOGRAPHY LC-10Ai, 検出器は JASCO 製 Intelligent 
Fluorescence Detector FP-920S, ポスト反応用ポンプは日本精密科学株式会社製 MINICHEMI PUMP NP-FX 
(II) -1U, インテグレーターは日立製作所製 Chromato Integrator D-2500, インジェクターは Reodyne 社製
sample injector (model 7725), カラムはセンシュー科学製 Senshu Pak DOCOSIL (4.6 mm i.d. x 150 mm), カラ
ムオーブンは日立製作所製 L-7300, ドライ反応槽は島村計器製作所製Dry Reaction Bath DB-5を使用した. 
解析ソフトはランタイムインスツルメンツ社の Rec-PRO 及び Chromato-PRO を使用した. 
 
1-2 親水性相互作用およびサイズ排除クロマトグラフィー 
溶離液のポンプは日立製作所製 L-2130 pump, 紫外検出器に日立製作所 L-2400 UV detector, インジェク
ターに Reodyne社製 sample injector (model 7725), カラムに Tosoh 社製 TSKgel amide 80 (4.6 mm i.d. x 
15 cm) および Shodex 社製 Asahipak GS320H (7.6 mm i.d. x 25 cm) を使用した. 解析ソフトはランタ
イムインスツルメンツ社の Rec-PRO 及び Chromato-PRO を使用した. 
 
2. LC/MS 
溶離液のポンプは日立製作所製 L-2160U, MS 測定装置は BRUKER 社製 amaZon シリーズイオントラ
ップ型質量分析装置 SL-CPT1, カラムオーブンは GL Sciences 社製 CO 631Aを使用した. カラムは Waters
社製 ACQUITY UPLC BEH C18 (2.1 mm i.d. x 150 mm, 1.7 µm) を使用した. 
 
3. 分光光度計 
 吸光度の測定は日立製作所製レシオビーム分光光度計 U-5100 を使用した. 測定用セルは Tosoh quartz
社の石英硝子セル T-9-UV-10-3 を使用した. 
 
4. NMR 
1H-NMR 測定には日本電子社製 FT 型 NMR 装置 JNM-ECS600 を使用した. 解析ソフトは JEOL 社の 
Delta ver. 5.0.4 を使用した. 
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実験方法 
 
GAGの抽出 
GAG の抽出は Fig. I に示した方法で行った. 貝類乾燥粉末に非特異的タンパク質分解酵素である
アクチナーゼ E を加えてタンパク消化し, 続いてアルカリ条件下で水素化ホウ素ナトリウムを用い
て還元的 β脱離反応を行い, タンパク質から GAG を遊離させた. その後, 過塩素酸を加え除タンパ
クし, 負に帯電した GAG とカチオン性四級アンモニウムである塩化セチルピリジニウム  (CPC) 
との複合体形成反応を利用して夾雑物を除去した. 得られた沈殿物に塩を加えて複合体を解離し, 
エタノール沈殿処理を行い, 透析にて脱塩後, 凍結乾燥して粗酸性糖鎖画分 (Crude GAG) を得た. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dry powder
50 mM Tris-Acetate buff (pH 8.0)
actinase E
incubate for overnight at 45℃
0.5 M NaOH/0.3 M NaBH4
stand at 4℃ for overnight 
adjust pH to 7 with acetic acid
perchloric acid (final 5%)
centrifuge 11000 x g for 30 min at 4℃
Supernatant
dialyze against water
5% Cetyle Pyridinium Chloride solution (final 0.1%)
stand for overnight at 4℃
centrifuge 11000 x g for 20 min at 4℃
Precipitate
wash with 0.1% CPC solution
2.5 M NaCl
centrifuge 11000 x g for 20 min at 20℃
Supernatant
4 vol. of EtOH
stand for overnight at 4℃
centrifuge 11000 x g for 20 min at 20℃
Precipitate
dialyze against water
lyophilize
Crude GAG
Fig. I. Procedure for extraction of crude GAG from shellfish. 
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分子系統分析 
 貝類の系統樹はミトコンドリア DNA の 16S rRNA 遺伝子配列に基づいて作製した. 11 種の貝類の遺
伝子配列データは, NCBI データベースより取得した.  
Pseudocardium sachalinense (Acession number: KP090052.1, GenBank), Mactra chinensis (DQ356386.1), 
Ruditapes philippinarum (HQ634142.1), Corbicula japonica (AB304508.1), Crassostrea nippona (AY007426.1), 
Crassostrea gigas (DQ839414.1), Turbo cornutus (AM403777.1), Neptunea intersculpta (AB044265.1), Scapharca 
broughtonii (AF305058.1), Mizuhopecten yessoensis (AB103394.1), Mytilus galloprovincialis (AB205194.1).    
多重配列アライメントは Clustal X により行い, 系統分析および系統樹作製は解析ソフト MEGA6 を使
用した[46, 47]. また, 系統樹作製において Hasegawa らが確立したモデルに基づいた最尤法を採用した
[1].  
 
CS二糖組成分析 
試料 (1 mg/mL) 10 µLに緩衝液 (0.2 M Tris-acetate buffer (pH 8.0) ) 2.5 µL, 0.1 U/10 µL Chase ABC 2.5 
µLまたは 0.1 U/10 µL Chase ACII 2.5 µL, および H2O 2.5 µL を加え, 37℃で終夜反応を行った. これ
を凍結乾燥後, H2O 10 µLに溶かし HPLCに供した. Fig. IIに方法を示した. 
不飽和二糖の分析は蛍光ポストカラム誘導体化を用いた逆相イオンペアクロマトグラフィーにより
行った. 試料の分離は Senshu Pak DOCOSIL (4.6 mm i.d. x 150 mm) カラムを用い, 流速 1.0 mL/min, 
カラム温度 60℃で行った. 2液グラジエントのため, 溶離液は (A) 1.2 mM TBAを含む 12%MeOH 溶
離液と (B) 0.2 M NaC 及び 1.2 mM TBAを含む 12%MeOH溶離液を用い, 0-10 min (1%B), 10-11 min 
(1-10%B), 11-30 min (10%B), 30-35 min (10-60%B), 35-40 min (60%B), 40-41 min (60-1%B), 41-50 min 
(1%B) の条件でグラジエント溶出を行い, 1% Eluent Bで 20分間平衡化した. ポストカラム試薬であ
る 0.5% 2-シアノアセトアミドと 1.0 M NaOH はダブルプランジャーポンプで両液とも流速 0.25 
mL/minで送液した. 混合液は反応コイル (0.5 mm i.d. x 10 m) を通過中にドライ反応槽を用い 110℃
で加熱反応し, 冷却コイル  (0.25 mm i.d. x 5 m) で冷却した. 反応後は励起波長 346 nm, 蛍光波長
410 nmで蛍光検出した. HA の分離および含量測定は Toyoda らが確立した分析法により行った[26]. 
 
 
Fig. II. Procedure for CS disaccharide analysis. 
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HS二糖組成分析 
試料 (1 mg/mL) 10 µLに緩衝液 (0.1 M sodium acetate, 10mM calcium acetate (pH 7.0) ) 10 µL, 5 mU/10 
µL ヘパリンリアーゼ I, II, III 各 4 µL を加え, 37℃で終夜反応を行った. これを凍結乾燥後, H2O 10 
µLに溶かし HPLCに供した. Fig. IIIに方法を示した. 
0-10 min (1-4%B), 10-11 min (4-15%B), 11-20 min (15-25%B), 20-22 min (25-53%B), 22-29 min (53%B), 
29-30 min (53-1%B), 30-40 min (1%B) の条件でグラジエント溶出を行い, 各々の過程は CS 二糖組成
分析と同様の操作を行った. 
 
 
 
 
2-aminoacridoneを用いた不飽和二糖のラベル化及び LC/MS による解析 
Yang らの方法[24]に従い, Chase ACII を用いた上記の方法により CS を不飽和二糖に分解した後, 
蛍光標識剤である 2-aminoacridone (AMAC) を用いて還元的アミノ化によりラベル化を行った. 凍結
乾燥させた 5 µgの酵素処理後の糖鎖に, 酢酸:DMSO (3:17, v/v) に溶解させた 0.1 M AMAC Solution 
を 5 µL/µg disaccharide の割合で加え, 15 分間室温で静置した. その後, 1 M NaBH3CN を 5 µL/µg 
disaccharideの割合で加え, 45℃で 4時間反応させた. 
反応後の液体を DMSO:H2O (1:1) により希釈し, LC/MS により分析した. 試料の分離は ACQUITY 
UPLC BEH C18 (2.1 mm i.d. x 150 mm, 1.7 µm) カラムを用い, 流速 0.1 mL/min, カラム温度は 50℃で
行った. 溶離液は (A) 88% 80 mM Ammonium Acetate + 12% MeOH と (B) 12% 80 mM Ammonium 
Acetate + 88% MeOHを用い, 0-4 min (0%B), 4-12.5 min (0-4%B), 12.5-25 min (4-15%B), 25-50 min (15-
100%B)の条件でグラジエント溶出を行い, 0%Bで 10分間平衡化した. 試料の測定はイオントラップ
型 ESI-MS にてネガティブモード, キャピラリー電圧 3500 V, エンドプレート印加電圧 500 V, ガス
流速 6 L/minにて行った. 
Fig. III. Procedure for HS disaccharide analysis. 
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熱水による GAGの抽出 
 生体試料 (10 mg/mL) 5 mL 水溶液を 100℃で 10分間加熱後, 濾過し得られた溶液を凍結乾燥させた. 
 
 
分光分析 
 標準品 および 試料 (10 mg) を 0.95 mL の H2O で溶解および段階希釈を行った後, 各試料溶液 0.95 
mLと MB水溶液 (0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/mL) 50 µL を撹拌混合した. 得られた混合溶液を光路長 1 
0 mm の石英硝子セル (T-9-UV-10-3, Tosoh quartz) に移し, 分光光度計 U-5100 (Hitachi) を用いて 200-
800 nmの吸収波長域における吸光度を測定した. 
 
 
HPLCによる CS 2糖, 4,6糖の検出 
試料 (1 mg/mL) 10 µLに 0.1 U/10 µL Chase ABC 10 µLまたは 4 U/µL hyaluronidase 1 µLを添加し,  
H2Oを加えて 1 mL とし, 37℃で 72時間の酵素分解反応を行った. これを凍結乾燥後, H2O 10 µLに
溶かし HPLCに供した. 
得られた CS 2 糖および 4,6 糖は TSKgel amide 80 カラム (4.6 mm i.d. x 15 cm; Tosoh) および 
Asahipak GS320H (7.6 mm i.d. x 25 cm; Shodex) を連結させ, 親水性相互作用およびサイズ排除クロマ
トグラフィーにより分離および検出を行った. 溶離液は 65% acetonitrile + 8.75 mM sodium phosphate 
(pH 5.2)を用い, 流速 0.6 mL/min のアイソクラティックな条件で溶出し、UV 検出 (204 nm) を行っ
た. 
 
 
1H-NMR を用いた CS-MB 複合体の解析 
 乾燥試料 (3 mg) に 1 mL の 重水 (D2O, 99.90%; Sigma Aldrich) を加え, その溶液 0.1 mL を更に, 0.9 
mL の D2O で溶解し 0.3 mg/mL とした. 得られた試料溶液は凍結乾燥および D2O (1 mL) 添加を 3 回繰
Fig. IV. AMAC derivatization. 
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り返し, 重水置換を行った. 凍結乾燥後の試料は MB 重水溶液 (0.5 mg/mL) 0.6 mLで溶解し, NMR 試料
管 pp-528 (5.0 mm i.d. x 250 mm; wilmad) に封入後, NMR装置 JNM-ECA 600 (600 MHz; JEOL) に供した. 
測定は以下の条件で行った. 緩和時間 5 sec, 積算回数 300 回, 測定温度 298 K. 
 
 
メタクロマジー活性を用いた視覚的検出および含量推定 
 標準品 および 試料 (1 mg) を 95 µL の H2O で溶解および段階希釈を行った後, 96穴マイクロプレー
ト上で各試料溶液 95 µL と MB 水溶液 (0.2 mg/mL) 5 µL を撹拌混合した. 視覚的色調変化の確認と 
Table 5 に示す濃度相関表より含量推定を行った. 
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